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(54) Title: METHOD FOR REMOVING FIBRONECTIN FROM PLASMA FRACTIONS 

^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ENTFERNUNG VON FIBRONEKTIN AUS PLASMAFRAKTIONEN 

<^ (57) Abstract: The invention relates to a method for separating fibronectin from plasma fractions by adjusting a pH value of less 
than 5.4 such that fibronectin is precipitated and extracted from the solution. 

O 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Abtrennung von Fibronektin aus Plasmafraktionen durch Ein- 
stellung eines pH-Werts auf unter pH 5,4, so dass Fibronektin prazipitiert und der Losung entzogen wird. 
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Verfahren zur Entfernung von Fibronektin aus Plasmafraktionen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Abreicherung von Fibronektin aus Plasmafraktionen 
bei niedriger lonenstarke durch Verschiebung des pH auf einen niedrigen Wert, so dass 
Fibronektin prazipitiert und der Losung entzogen wird. 

Fibronektin besteht aus zwei Polypeptidketten (a und (3-Kette) mit einem Molekulargewicht 
von jeweils ca. 220 kDa.* Seine losliche Form kommt im Plasma und in anderen 
Korperflussigkeiten vor, wahrend seine unlosliche Form in der extrazellularen Matrix und in 
der Unterschicht von Membranen zu finden ist. Die Konzentrationen des Fibronektin im 
Humanplasma betragt durchschnittlich 270 pg/ml. Aufgrund seiner Affinitat zu 
Zelloberflachen und vielen verschiedenen Makromolekulen, besitzt es eine Vielzahl von 
Funktionen, z.B. Zell-Zell-Adhasion, Zell-Substrat-Adhasion, Zellteilung, Wundheilung 
u.v.a.. Die hohe Affinitat zu Oberflachen und die Fahigkeit vernetzte Strukturen aufzubauen 
fuhrt zu Problemen bei der Fraktionierung von Humanplasma zu therapeutischen 
Produkten. Es konnen Plasmafraktionen entstehen, deren hoher Gehait an Fibronektin 
Filtrationen, Ultrafiltrationen und Chromatographie-Schritte zum Hersteilen eines 
hochreinen Plasmaproduktes, z.B. eines Konzentrates an Gerinnungsproteinen deutlich 
erschwert. Haufig auflert sich das Problem im fruhzeitigen Absattigen bzw. Blockieren von 
Filtern und Chromatographie-Saulen. Die als Gegenmaflnahme angewandte VergrofJerung 
der Filtrationsflache oder Chromatographie-Saulenvolumina ist mit einer deutlichen 
Erhohung der Herstellkosten verbunden. 

Verschiedene Verfahren zur Herstellung isolierter Fibronektin-Fraktionen wurden 
beschrieben: 

Horowitz et al. (Transfusion 24, 357-362 (1984): Preparation of antihemophilic factor and 
fibronectin from human plasma cryoprecipitate) beschreiben ein Verfahren, bei dem ein 
Kryoprazipitatextrakt als Ausgangsmaterial dient. Nach einer Aluminiumhydroxid-Fallung 
wird der losliche Uberstand idealerweise bei 10°C und einem pH von 6,5 inkubiert, wobei 
Fibronektin ausfallt und uber Zentrifugation entfernt wird. Urn eine hochreine Fibronektin- 
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Preparation herzustellen, wird das wieder geloste Fibronektin an eine Gelatine-Sepharose- 
Saule gebunden und mittels Natriumbromid enthaltenden Puffer bei pH 5,5 eluiert. 

Ingham et al. (Molecular Immunology 20, 287-295 (1983): Interaction of plasma fibronectin 
with gelatin and complement C1q) stellen eine Untersuchung vor, bei der gezeigt wurde, 
dass Fibronektin in Anwesenheit von Gelatine aufgrund von spezifischen Interaktionen 
selektiv mit Polyethylenglykol (PEG) 4000 aus Losungen gefallt werden kann. Dabei ergab 
sich, dass bei einer Gelatine-Konzentration von 0,4 mg/ml schon eine PEG 4000- 
Konzentration von 3% ausreicht, urn 50% des Fibronektin zu fallen, wahrend in 
Abwesenheit von Gelatine dazu 11% benotigt werden. 

Das Europaische Patent 0011231 B1 stellt ein Verfahren vor, urn kalteunlosliches Globulin 
(Fibronektin) durch Zugabe von 1,8 - 2,6 mol/l Aminosauren, vorzugsweise Glycin, und 8 - 
12% (w/v) Neutralsalz bei Temperaturen >18°C zu fallen und vom Uberstand zu trennen. 

US-Patent 4,406,886 beschreibt eine Methode zur Herstellung eines Faktor Vlll-Praparates, 
bei der durch Zugabe von Zinksalzen Fibrinogen und Fibronektin in Form von Zink- 
Komplexen gefallt und entfernt werden. 

Das US-Patent 4,278,594 stellt ein Verfahren zur Herstellung einer gereinigten Fibronektin- 
Fraktion vor. Dabei wird in einem Plasmapool unter Zuhilfenahme von Heparin Fibrinogen 
und Fibronektin gefallt. Das Prazipitat wird gelost, auf eine DEAE-Zellulose-Saule 
aufgetragen und Fibrinogen und Fibronektin selektiv eluiert. 

Im Europaischen Patent EP 0503991 B1 werden fur die Herstellung eines von Willebrand 
Faktor-Praparates zwei Anionenaustauscher-Chromatographie-Schritte mit einer Gelatine- 
Affinitatschromatographie kombiniert. Dabei dient die Affinitatssaule vor allem der 
Abtrennung von Fibronektin. 

Im US-Patent 5,981,254 wird ein Verfahren zur Herstellung eines Thrombin-Produktes 
beschrieben, das eine Fallung von Fibrinogen, Fibronektin und Faktor XIII beinhaltet. Dabei 
wird durch Zusatz von hohen Salzkonzentrationen bei neutralen pH-Werten eine Fallung 
erzielt. Alternativ wird beschrieben, die Fallung durch den Zusatz von sauren Salzen zu 
erzielen, die zu einem erniedrigten pH fuhren. Dieses Verfahren fuhrt zu relativ hohen 
lonenstarken, die fur weitere Prozessschritte reduziert werden mussen. 
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Die beschriebenen Verfahren sind relativ aufwendig, insbesondere wenn ausschliefJIich 
eine Abtrennung des Fibronektins von der Wertfraktion als Ziel gesetzt wird. Haufig werden 
kostenintensive Affinitatschromatographien durchgefuhrt. Einfacher ist eine Fallung, die 
allerdings meist durch Zusetzen von z.B. Poiyethyienglykol oder hohen Salzkonzentrationen 
erzielt wird. Der Zusatz von Fallreagenzien und hohen Salzkonzentrationen erhohen die 
Gefahr, dass das gewunschte Produkt (z.B. von Willebrand Faktor) zum Teil mit aus dem 
Uberstand gefallt wird. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines einfachen Verfahrens 
zur Abtrennung von Fibronektin aus Plasmafraktionen, so dass eine weitere Prozessierung 
zur Aufreinigung des Zielproteins erleichtert wird. Uberraschenderweise hat sich gezeigt, 
dass durch eine einfache Titration auf einen niedrigen pH-Wert Fibronektin gefallt werden 
kann. Besonders uberraschend war, dass die gebildeten Fibronektin-Faden sich beim 
Ruhren um den Ruhrer wickelten, dort einen "Klot" bildeten und so sehr einfach aus der 
Losung entfernt werden konnten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Abtrennung von Fibronektin aus 
einer Plasmafraktion, dadurch gekennzeichnet, dass man 

(i) den pH-Wert der Plasmafraktion auf unter pH 5,4 einstellt, so dass sich ein 
Niederschlag bildet und 

(ii) den gebildeten Niederschlag abtrennt. 

Der Ausdruck "Plasmafraktion" bezeichnet eine Zusammensetzung, die aus Plasma 
erhalten wurde und verschiedene Plasmaproteine enthalt. Die Plasmafraktion, die als 
Ausgangszusammensetzung in Schritt (i) eingesetzt wird, ist eine flussige 
Zusammensetzung. Vorzugsweise ist die flussige Zusammensetzung eine Losung oder 
eine Suspension, am bevorzugtesten ist die Zusammensetzung eine Losung. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform ist die Plasmafraktion gelostes Kryoprazipitat Dieses 
geloste Kryoprazipitat kann durch verschiedene Verfahren vorgereinigt sein. Beispiele sind 
Aluminiumhydroxid-Behandlung, Solvens-/Detergens-Behandlung und/oder Anionenaus- 
tauschchromatographie. 
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Die Konzentration an Natriumchlorid oder Kaliumchlorid in der Plasmafraktion ist 
vorzugsweise 50 bis 250 mM, bevorzugter 100 bis 200 mM, am bevorzugtesten 120 bis 150 
mM. 

Die lonenstarke der Plasmafraktion liegt nach Schritt (i) und vor Schritt (ii) vorzugsweise 
unter 500 mM, bevorzugter unter 300 mM, am bevorzugtesten unter 200 mM. 
Vorzugsweise wird durch die Einstellung des pH-Werts in Schritt (i) die lonenstarke nicht 
stark erhoht, d.h. sie bleibt vorzugsweise niedriger als 500 mM, bevorzugter niedriger als 
300 mM, am bevorzugtesten niedriger als 200 mM. 

Die Plasmafraktion kann beispielsweise folgende Puffersubstanzen enthalten: Citrationen, 
Acetationen, Phosphationen und/oder Aminosauren. 

Aminosaurezusatze werden vorzugsweise in Konzentrationen eingesetzt, die nicht zu einer 
Proteinfallung ohne pH-Verschiebung fuhren. Dies bedeutet beispielsweise fur Glycin, dass 
die Konzentration unter 1,8 M liegt, vorzugsweise unter 500 mM, bevorzugter unter 200 
mM, am bevorzugtesten unter 150 mM. 

Die Konzentration an Fibronektin in der Plasmafraktion, die Schritt (i) unterworfen wird, ist in 
der Regel mindestens 0,05 g/l, vorzugsweise wenigstens 0,1 g/l, noch bevorzugter 
wenigstens 0,25 g/l, am bevorzugtesten wenigstens 0,5 g/l. Die Konzentration an 
Fibronektin in der Plasmafraktion kann beispielsweise 0,1 bis 5 g/l, vorzugsweise 0,1 bis 2 
g/l sein. 

Erfindungsgemafi wird in dem Verfahren zur Abtrennung von Fibronektin aus einer 
Plasmafraktion der pH-Wert der Plasmafraktion auf unter pH 5,4 eingestellt. Dabei bildet 
sich ein Niederschlag, der Fibronektin enthalt. Vorzugsweise wird der pH-Wert auf unter pH 
5,3 eingestellt, noch bevorzugter auf unter pH 5,2. Der eingestellte pH-Wert liegt somit 
vorzugsweise in einem Bereich von pH 4,5 bis unter 5,4, bevorzugt in einem Bereich von 
pH 4,7 bis 5,3, bevorzugter in einem Bereich von pH 4,8 bis 5,2, noch bevorzugter in einem 
Bereich von pH 4,9 bis 5,1. 

In der Regel wird das Einstellen des pH-Werts durch Zugabe einer sauren Komponente 
erreicht. Als saure Komponente konnen verschiedene Sauren eingesetzt werden, 
beispielsweise Saizsaure, Phosphorsaure oder Essigsaure. 
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Die saure Komponente wird ublicherweise uber einen bestimmten Zeitraum zugegeben, 
beispielsweise tropfenweise. Somit wird nach und nach ein pH-Wert im oben naher 
definierten Bereich eingestelit ("titriert"). 

Wahrend und nach dem Einstellen des pH-Werts wird die Plasmafraktion vorzugsweise in 
Bewegung gehalten Oder durchmischt, beispielsweise durch Ruhren. Es ist weiterhin 
bevorzugt, dass nach Einstellen des pH-Werts die Plasmafraktion fur einen bestimmten 
Zeitraum weiter durchmischt wird (z.B. durch Ruhren), im allgemeinen fur wenigstens 10 
Minuten, vorzugsweise fur wenigstens 20 Minuten, am bevorzugtesten fur einen Zeitraum 
von 30 bis 90 Minuten. In diesem Zeitraum biiden sich klebrige Aggregate, die zu einem 
erheblichen Anteil Fibronektin erhalten. Daher ist es gemafl einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform vorgesehen, dass ein geeigneter Ruhrer, z.B. ein Anker- oder 
Paddelruhrer eingesetzt wird, an dessen Ruhrblatt sich der Niederschlag anheftet. Das 
prazipitierte Fibronektin kann somit leicht der Losung entzogen werden. 

Das erfindungsgemafte Verfahren kann in einem breiten Temperaturspektrum durchgefuhrt 
werden, z.B. von ca. 1°C bis ca. 37°C. Bevorzugte Temperaturbereiche sind 4 bis 35°C, 
bevorzugter 10 bis 30°C, am bevorzugtesten wird das Verfahren bei 20 bis 25°C 
durchgefuhrt. 

Die fur das erfindungsgemaUe Verfahren eingesetzte Plasmafraktion ist vorzugsweise ein 
gelostes Kryoprazipitat, das durch dem Fachmann an sich bekannte Verfahren hergestellt 
worden ist. So kann das geloste Kryoprazipitat durch einen oder mehrere der Schritte 
Aluminiumhydroxid-Behandlung, Solvens-/Detergens-Behandlung und Anionenaustausch- 
chromatographie vorgereinigt sein. Die Durchfuhrung dieser Verfahren ist dem Fachmann 
an sich bekannt. 

Durch das erfindungsgemafce Verfahren zur Entfernung von Fibronektin aus 
Plasmafraktionen kann die Konzentration an Fibronektin in der Plasmafraktion urn 
wenigstens 50% verringert werden. Vorzugsweise wird die Konzentration an Fibronektin in 
der Plasmafraktion urn 70 bis 99%, bevorzugter urn 80 bis 99%, am bevorzugtesten urn 90 
bis 98% oder urn 95 bis 98% verringert. 
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In einer besonderen Ausfuhrungsform liegt der Verlust an Zielprotein, beispielsweise an 
VWF, bei hochstens 50%, bevorzugt bei hochstens 40%, bevorzugter bei hochstens 30%, 
noch bevorzugter bei hochstens 20%, am bevorzugtesten bei hochstens 10%. 

Nach Abtrennung des Fibronektin enthaitenden Niederschlags aus der Plasmafraktion 
konnen weitere Reinigungsschritte erfolgen, urn wenigstens einen Gerinnungsfaktor 
aufzureinigen. Vorzugsweise wird der Gerinnungsfaktor von Willebrand Faktor (VWF) weiter 
aufgereinigt. In einer besonderen Ausfuhrungsform wird nach der pH-Fullung zur 
Abtrennung von Fibronektin eine Hydroxylapatit-Chromatographie durchgefuhrt. 
Hydroxylapatit ist eine Form von Calciumphosphat mit der Zusammensetzung Ca 5 (P0 4 )30H 
bzw. Ca 10 (PO4) 6 OH2, die als stationare Phase fur die Chromatographie von Proteinen, 
Nukleinsauren und anderen Makromolekiilen eingesetzt werden kann. Neben der 
kristallinen Form von Hydroxylapatit kann auch eine keramische Form verwendet werden, 
welche durch Sintern erhaltlich ist. Hydroxylapatit kann beispielsweise von der Firma Bio- 
Rad (Munchen, Deutschland) bezogen werden. Deren keramisches Hydroxylapatit wird in 
zwei Formen (Typ 1 und Typ 2) zur Verfugung gestellt. Typ 1 -Material hat aufgrund 
grofcerer Oberflachen eine hohere Bindungskapazitat fur kleinere Molekule, z.B. kleine 
Proteine. Dagegen weist das Typ 2-Material grofiere Poren in den Partikeln auf, die ein 
Eindringen und damit eine bessere Bindung von grofcen Molekulen, z.B. DNA oder groften 
Proteinen, ermoglicht. Die Materialien weisen vorzugsweise folgende Eigenschaften auf: 



Tabelle 1 





Dynamische Bindungskapazitat 


Nominate Porendurchmesser 


Typ1 


>13,7 mg Lysozym/ml CHT* 


600-800 A 


Typ 2 


>6,8 mg Lysozym/ml CHT* 


800-1000 A 



*CHT=Ceramic Hydroxy Apatite 



Kristallines oder keramisches Hydroxylapatit ist frei verfugbar. Verfahren zu ihrer 
Herstellung sind im Stand der Technik bekannt. 

In einer ersten Variante umfasst die Hydroxylapatit-Chromatographie, dass (i) die 
Plasmafraktion nach Abtrennung des gefallten Fibronektin-Niederschlags mit einer 
Hydroxylapatit-Matrix in Kontakt gebracht wird, so dass Fibrinogen und/oder Fibronektin an 
die Hydroxylapatit-Matrix gebunden wird, wahrend VWF im wesentlichen nicht an die 
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Hydroxylapatit-Matrix gebunden wird, und gegebenenfalls anschiiefiend (ii) ungebundener 
von Willebrand Faktor (VWF) von der Hydroxylapatit-Matrix getrennt wird. Diese Variante 
wird in der vorliegenden Anmeldung als "Durchlaufchromatographie" bezeichnet, da VWF 
nicht an die Hydroxylapatit-Matrix bindet. Das Verfahren kann in Form einer 
Saulenchromatographie oder im Batch-Verfahren durchgefuhrt werden; die Durchfuhrung 
einer Saulenchromatographie ist bevorzugt. Im Fall einer Saulenchromatographie befindet 
sich VWF im Durchlauf und wenigstens ein verunreinigendes Protein, z. B. Fibronektin 
und/oder Fibrinogen, wird an das Hydroxylapatit gebunden. 

Die Hydroxylapatit-Chromatographie wird gemaft dieser ersten Variante bei einem pH-Wert 
von 6,5 bis 8,5, vorzugsweise von 6,8 bis 8,5, bevorzugter von 6,8 bis 7,5, am 
bevorzugtesten von 7,0 bis 7,5 durchgefuhrt. Ublicherweise haben Lauf-, Wasch- und 
Elutionspuffer, sowie die aufzutragende Proteinlosung den gleichen pH-Wert. Es sind aber 
auch Varianten praktikabel, bei denen diese Losungen unterschiedlichen pH-Werte 
aufweisen. Die Zusammensetzung, die mit der Hydroxylapatitmatrix in Kontakt gebracht 
wird, enthalt vorzugsweise Natriumphosphat und/oder Kaliumphosphat. Die 
Gesamtkonzentration an Natriumphosphat und/oder Kaliumphosphat in der Losung ist 
beispielsweise 0 bis 100 mM, vorzugsweise 10 bis 50 mM, am bevorzugtesten 20 bis 40 
mM, d. h. als Laufpuffer kann eine Pufferlosung mit den genannten Konzentrationen 
eingesetzt werden. Die Zusammensetzung wird bei einer niedrigen Salzkonzentration von 0 
- 100 mM Kalium- oder Natriumphosphat, bevorzugt bei 10 - 50 mM, bei einem pH von 
vorzugsweise 6,8 bis 8,5, besonders bevorzugt bei einem pH von 7,0 - 7,5, auf eine 
Hydroxylapatit-Saule aufgetragen. Das Hydroxylapatit ist in dieser Variante vorzugsweise 
keramisches Hydroxylapatit, besonders bevorzugt vom Typ 1 , wie von Bio-Rad (Munchen, 
Deutschland) vertrieben. Unter diesen Bedingungen bindet der Grofcteil der VWF-Molekule 
nicht an die Matrix und befindet sich im Durchlauf, wahrend Verunreinigungsproteine, wie 
z.B. Fibrinogen oder Fibronektin, zum GroRteil an die Matrix binden. 

Durch die Durchlaufchromatographie konnen Praparationen erhalten werden, die nur 
geringe Mengen an Fibrinogen und Fibronektin enthalten. In der Regel ist die Konzentration 
an Fibrinogen-Antigen in der Durchlauffraktion niedriger als 25 pg/ml, bevorzugt niedriger 
als 15 pg/ml, bevorzugter niedriger als 10 pg/ml, am bevorzugtesten hochstens 5 pg/ml. Die 
Konzentration an Fibronektin-Antigen in der Durchlauffraktion ist ublicherweise niedriger als 
250 pg/ml, bevorzugt niedriger als 150 pg/ml, bevorzugter niedriger als 100 ng/m\, am 
bevorzugtesten hochstens 50 \jg/ml Die Konzentration an Fibrinogen-Antigen und 
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Fibronektin-Antigen kann durch an sich bekannte Verfahren bestimmt werden, z. B. wie in 
den Beispieien der vorliegenden Anmeldung beschrieben. 

Die Konzentration an Fibrinogen in der Durchlauffraktion ist vorzugsweise niedriger als 
10%, bevorzugter niedriger als 5%, noch bevorzugter niedriger als 2,5% der Konzentration 
an Fibrinogen in der Auftragslosung (vor Durchlaufchromatographie). Die Konzentration an 
Fibronektin in der Durchlauffraktion ist vorzugsweise niedriger als 10%, bevorzugter 
niedriger als 5%, noch bevorzugter niedriger als 2,5% der Konzentration an Fibronektin in 
der Auftragslosung (vor Durchlaufchromatographie). Die Durchlaufchromatographie ist 
besonders zur Aufreinigung von VWF geeignet. So ist die VWF-Ausbeute der 
Durchlaufchromatographie (bezogen auf die Massenbilanz) in der Regel hoher als 50%, 
bevorzugt hoher als 60%, am bevorzugtesten hoher als 75%. Die spezifische Aktivitat 
(Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat pro mg Gesamtprotein) kann durch die 
Durchlaufchromatographie um wenigstens 100%, vorzugsweise urn wenigstens 150%, am 
bevorzugtesten um wenigstens 200% erhoht werden. 

Bei einer Aufreinigung von VWF ist eine zweite Variante der Hydroxylapatit- 
Chromatographie besonders vorteilhaft. In dieser zweiten Variante wird VWF an die 
Hydroxylapatit-Matrix gebunden und anschliefiend eluiert. Diese Variante wird in der 
vorliegenden Anmeldung als "bindende Chromatographie" bezeichnet. Ublicherweise 
umfasst die bindende Chromatographie, dass 

(a) VWF an die Hydroxylapatit-Matrix gebunden wird, 

(b) Verunreinigungen bei niedrigerer Salzkonzentration herausgewaschen 
werden und 

(c) anschlieftend die VWF-haltige Wertfraktion bei hoherer Salzkonzentration 
eluiert wird. 

In Schritt (a) wird eine Losung, die VWF und ein Oder mehrere verunreinigende Proteine 
enthalt, mit der Hydroxylapatit-Matrix in Kontakt gebracht. Die Gesamtkonzentration an 
Natrium- und/oder Kaliumphosphat in dieser Losung ist ublicherweise 0 bis 200 mM, 
vorzugsweise 1 bis 200 mM, bevorzugter 1 bis 50 mM, am bevorzugtesten 10 bis 30 mM. 

In dem Waschschritt (b) wird die Hydroxylapatit-Matrix mit einem Puffer niedriger 
Salzkonzentration gewaschen. Die Gesamtkonzentration an Natrium- und/oder 
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Kaliumphosphat in diesem Waschpuffer ist in der Regel 100 bis 300 mM, vorzugsweise 150 
bis 250 mM, am bevorzugtesten 180 bis 240 mM. 

In Schritt (c) kann die VWF-haltige Wertfraktion mit einem Puffer hoherer Salzkonzentration 
eluiert werden. Der Elutionspuffer enthalt in der Regel 200 bis 500 mM, vorzugsweise 250 
bis 400 mM Natrium- und/oder Kaliumphosphat. 

Durch Verschiebung der Salzkonzentrationen konnen Ausbeute und Reinheit verandert 
werden. Je hoher die Salzkonzentration im Waschpuffer ist, desto sauberer ist die erhaltene 
Wertfraktion. Die VWF-Ausbeute erniedrigt sich dadurch allerdings. Weiterhin beeinflusst 
der gewahlte pH-Wert die optimale Salzkonzentration fur den Waschpuffer. Je niedriger der 
pH-Wert ist, desto starker ist die Bindung von VWF an die Hydroxylapatit-Matrix. 
Entsprechend konnen die gewahlten Salzkonzentrationen bei niedrigen pH-Werten hoher 
sein, bei hoheren pH-Werten hingegen niedriger. Die (bindende) Hydroxylapatit- 
Chromatographie wird bei einem pH-Wert von 5 bis 7,5, vorzugsweise von 5,5 bis unter 6,8, 
am bevorzugtesten von 6,0 bis 6,5 durchgefuhrt. Ublicherweise haben Lauf-, Wasch- und 
Elutionspuffer, sowie die aufzutragende Proteinlosung den gleichen pH-Wert. Es sind aber 
auch Varianten praktikabel, bei denen diese Losungen unterschiedlichen pH-Werte 
aufweisen. 

In dieser zweiten Variante wird die VWF-haltige Losung, z.B. die Plasmafraktion nach pH- 
Fallung und Abtrennung des Fibronektin-Niederschlags, bei einer niedrigen 
Salzkonzentration, vorzugsweise 0-100 mM Kalium- oder Natriumphosphat, besonders 
bevorzugt bei 10 - 30 mM, bei einem pH-Wert von 5,5 - 6,8, bevorzugt 6,0 - 6,5, auf eine 
Hydroxylapatit-Saule, z.B. keramisches Hydroxylapatit Typ 2 aufgetragen. Der Grofcteil der 
VWF-Molekule wird unter diesen Bedingungen gebunden. Durch Waschen mit einer 
Losungen mit hoherer Salzkonzentration mit z.B. Kalium- oder Natriumphosphat, 
beispielsweise 230 mM Natriumphosphat pH 6,0, konnen Verunreinigungen, z.B. 
Fibronektin, ausgewaschen werden. Die Wertfraktion wird anschliefcend mit 
hochkonzentrierten Salzlosungen, z.B. Phosphatlosungen, wie z.B. 400 mM 
Natriumphosphat pH 6,0, eluiert. 

Durch die bindende Chromatographie konnen VWF-Praparationen erhalten werden, die 
praktisch keine nachweisbaren Mengen an Fibrinogen und Fibronektin mehr enthalten. 
Wenn die Auftragslosung, die mit der Hydroxylapatit-Matrix in Kontakt gebracht wird, eine 
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Plasmafraktion ist und/oder Fibrinogen oder Fibronektin enthalt, kann eine praktisch 
quantitative Entfernung der verunreinigenden Proteine Fibrinogen und Fibronektin aus der 
Losung erzielt werden. So ist die Konzentration an Fibrinogen in der Elutionsfraktion 
vorzugsweise niedriger als 25% der Konzentration an Fibrinogen in der Auftragslosung (vor 
der bindenden Chromatographie). Die Konzentration an Fibronektin in der Elutionsfraktion 
ist vorzugsweise niedriger als 10%, bevorzugter niedriger als 5% der Konzentration an 
Fibronektin in der Auftragslosung (vor der bindenden Chromatographie). Die 
Konzentrationen an Fibrinogen bzw. Fibronektin in der Elutionsfraktion (Wertfraktion) sind in 
der Regel unterhalb der Nachweisgrenze von ca. 1 \jg/ml 

Durch die bindende Hydroxylapatit-Chromatographie konnen VWF-Praparationen mit hoher 
spezifischer Aktivitat erhalten werden. Die spezifische Aktivitat in der Elutionsfraktion kann 
hoher als 50 E/mg Protein sein, bevorzugt ist sie hoher als 75 E/mg Protein, bevorzugter 
hoher als 85 E/mg Protein, am bevorzugtesten wenigstens 100 E/mg Protein. Die VWF- 
Aktivitat wird bestimmt mit dem Ristocetin-Cofaktor-Assay, der die Bindungsfahigkeit von 
VWF an den Plattchenrezeptor Glycoprotein Ib/IX unter dem Einfluss des Antibiotikums 
Ristocetin ermittelt. Die spezifische VWF-Aktivitat kann bestimmt werden wie in den 
Beispielen beschrieben. 

Fur die Herstellung eines besonders reinen VWF-Praparates konnen die beiden 
beschriebenen Varianten der Hydroxylapatit-Chromatographie miteinander oder mit 
anderen Reinigungstechniken kombiniert werden. Als besonders geeignet hat sich namlich 
gezeigt, zunachst nach dem oben beschriebenen Verfahren eine Durchlaufchromatographie 
mit Hydroxylapatit zur Abreicherung der Hauptverunreinigungen durchzufuhren. 
AnschliefJend wird die Wertfraktion beispielsweise mit 1 M HCI auf pH 6,0 titriert. Die Probe 
wird, wie fur die bindende Chromatographie beschrieben, auf eine Hydroxylapatit-Saule 
aufgetragen. VWF-Molekule werden gebunden und selektiv eluiert. In einer dritten Variante 
der Hydroxylapatit-Chromatographie wird daher zunachst eine Durchlaufchromatographie 
mit Hydroxylapatit durchgefuhrt, wobei VWF nicht an die Hydroxylapatit-Matrix bindet, und 
anschliefcend die Durchlauffraktion unter bindenden Bedingungen rechromatographiert und 
die VWF-Fraktion eluiert. Fur die Durchlaufchromatographie ist es sinnvoll, aber nicht 
notwendig, Phosphationen als Puffersubstanz zu verwenden. Fur die Elution von VWF bei 
der bindenden Chromatographie ist Phosphat ein spezifisches Agens. 
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Die in dieser Anmeldung beschriebenen Ausfuhrungsformen konnen miteinander kombiniert 
werden. 

Losungen, die mit dem hier beschriebenen Verfahren von Fibronektin befreit werden 
konnen, sind Plasmafraktionen, aus denen andere Komponenten aufgereinigt werden 
sollen. Dies konnen Plasmafraktionen sein, aus denen beispielsweise Gerinnungs- 
praparate, wie der von Willebrand Faktor, gewonnen wird. Die Plasmafraktionen, die mit 
diesem Verfahren aufgearbeitet werden konnen, enthalten als Hauptverunreinigung 
Fibronektin, das in Konzentrationen von > 0,1 g/l vorliegt. Die Losung wird durch Zugabe 
einer sauren Komponente, beispielsweise 1 M Salzsaure auf einen pH-Wert < 5,4, 
vorzugsweise 5,4 bis 4,8, besonders bevorzugt 5,2 bis 5,0, titriert. Unter Ruhren wird die 
Losung > 10 Minuten, bevorzugt 30 bis 90 Minuten inkubiert. Es bilden sich klebrige 
Aggregate, die sich bei Verwendung eines geeigneten Ruhrers, z.B. eines Anker- Oder 
eines Paddeiruhrers, an das Ruhrbiatt heften und so der Losung entzogen werden. Dies hat 
den Vorteil, dass ein GrofJteil des Niederschlags nicht durch. technisch aufwendige und 
kostenintensive Weise mittels Filtration oder Zentrifugation entfernt werden muss. Die 
Effektivitat der Fadenbildung wird durch die lonenstarke beeinflusst. Sehr gute Ergebnisse 
wurden beispielsweise mit Pufferlosungen erzielt, die 100 - 200 mM NaCI, bevorzugt 120 - 
150 mM NaCI enthielten. Das Verfahren kann in einem breiten Temperatur-Spektrum von, 
z.B. 4°C bis 35°C durchgefuhrt werden. Bevorzugt wird das Verfahren bei Raumtemperatur 
durchgefuhrt. Die Abreicherungseffektivitat fur Fibronektin hangt von der 
Zusammensetzung der Losung ab und liegt typischerweise zwischen 70% und 95%. 

Die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele erlautem die Erfindung naher. 

Beispiel 1: Fallen von Fibronektin im Labormafistab bei verschiedenen Temperaturen 

Als Ausgangsmaterial wurde eine Kryoprazipitat-Losung verwendet, die durch 
Aluminiumhydroxid-Fallung, Poiysorbat 80 / TNBP-Behandlung und Anionenaustausch- 
Chromatographie, wie z.B. im WO 9315105 A1 beschrieben, vorgereinigt wurde. Fur die 
Isolierung des enthaltenen von Willebrand Faktors (VWF) musste zunachst storendes 
Fibronektin entfernt werden. Die Losung enthielt als Hauptkomponenten 0,18 g/l VWF- 
Antigen (VWF-Ag), 0,05 g/l Fibrinogen-Antigen und 1,49 g/l Fibronektin-Antigen. Die 
Losung enthielt folgende Puffersubstanzen: 10 mM Citrat, 160 mM NaCI, 120 mM Glycin, 1 
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mM CaCI 2 . Jeweils 1 I der Losung wurden bei 4°C, 20°C bzw. 35°C unter Ruhren durch 
Zugabe von 1 M HCI auf pH 5,2 titriert. Wahrend des Inkubierens fur 60 min wickelten sich 
in alien 3 Fallen weifie Fibronektin-Faden urn den Ruhrer und bildeten einen massiven Klot. 
Die verbleibende Losung lied sich problemlos mit einem Membranfilter klarfiltrieren. 

Tabelle 2: Zusammensetzung der Ausgangsprobe und der gefallten 4°C-, 20°G- und 



35°C-Probe 





VWF-Ag [g/l] 


Fibrinogen-Ag [g/l] 


Fibronektin-Ag [g/l] 


Ausgang 


0,18 


0,05 


1,49 


4°C 


0,14 


0,01 


0,09 


20°C 


0,15 


0,02 


0,04 


35°C 


0,16 


0,02 


0,1 



Es zeigte sich, dass im Temperaturbereich von 4°C bis 35°C eine pH-Shift-Prazipitation 
hervorragend geeignet ist, urn Fibronektin in groften Mengen abzutrennen. Der Verlust am 
Zielprotein VWF liegt hier bei maximal 22% (4°C) bei einer Abreicherung an Fibronektin von 
mindestens 93% bis 97%. 



Die Konzentration an VWF-Antigen wurde mit Hilfe des STA Compact der Firma 
Diagnostica Stago (Roche Diagnostics, Mannheim) und deren Test-Reagenzien (STA LIA 
vWF) bestimmt. 

Fur die Bestimmung der Menge an Fibrinogen-Antigen und Fibronektin-Antigen wurden 
nephelometrische Methoden zur quantitativen Bestimmung der Fibrinogen-Antigen- und 
Fibrinogen-Antigen-Konzentration im Beckman-Array® 360 (Beckman Coulter, Monheim) 
verwendet. 

Beispiel 2: Abtrennung von Fibronektin bei einem praparativen Ansatz 

Es wurde eine Proteinlosung verwendet, die wie in Beispiel 1 vorgereinigt wurde und im 
selben Puffersystem vorlag. 40 I dieser Losung wurden bei Raumtemperatur auf pH 5,2 
titriert und fur 60 min unter Ruhren inkubiert. Fibronektin-Aggregate wurden grofttenteils 
durch Anheften an das Ruhrblatt des Ruhrers aus der Losung entfernt. Nach Klarfiltration 
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uber einen Membranfilter konnte die Losung zur Gewinnung eines VWF-Praparates 
weiterverarbeitet werden. 



Tabelle 3: Fallung von Fibronektin in einem praparativen 40 I-Ansatz 





VWF-Ag [g/l] 


. Fibrinogen-Ag [g/l] 


Fibronektin-Ag [g/l] 


Ausgang 


0,20 


0,07 


1,33 


nach Titration und 
Filtration 


0,19 


0,03 


0,13 



Bei einem Verlust von nur 5% an dem Zielprotein VWF konnten 90% des Fibronektins 
entfernt werden. 
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Anspruche: 

1. Verfahren zur Abtrennung von Fibronektin aus einer Plasmafraktion, dadurch 
gekennzeichnet, dass man 

(i) den pH-Wert der Plasmafraktion auf unter pH 5,4 einstellt, so dass sich ein 
Niederschlag bildet, wobei die ionenstarke unter 500 mM liegt und 

(ii) den gebildeten Niederschlag abtrennt. 

2. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung enthaltend einen 
Gerinnungsfaktor, umfassend dass man 

(i) den pH-Wert einer Plasmafraktion auf unter pH 5,4 einstellt, so dass sich ein 
Niederschlag bildet, wobei die Ionenstarke unter 500 mM liegt und 

(ii) den gebildeten Niederschlag abtrennt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert der 
Plasmafraktion auf einen Wert zwischen pH 4,7 und pH 5,3 einstellt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Ionenstarke unter 300 mM liegt 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Ionenstarke unter 200 mM liegt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Plasmafraktion nach Einstellen des pH-Werts in Schritt (i) fur mindestens 10 Minuten 
geruhrt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Abtrennung des GroUteils des Fibronektin-Niederschlags mit dem Ruhrblatt eines Ruhrers 
erfolgt. 
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8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Fibronektinkonzentration in der Plasmafraktion vor Schritt (i) mindestens 0,1 g pro Liter ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Konzentration von NaCI oder KCI in der Plasmafraktion 100 - 200 mM ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Ausgangslosung Glycin in einer Konzentration unter 500 mM enthalt. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Ausgangslosung Glycin in einer Konzentration unter 200 mM enthalt. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Ausgangslosung Glycin in einer Konzentration von 50 bis 200 mM enthalt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Ausgangslosung Glycin in einer Konzentration von 100 bis 150 mM enthalt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Plasmafraktion gelostes Kryoprazipitat ist. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das geloste 
Kryoprazipitat durch Aluminiumhydroxid-Behandlung, SolvenWDetergent-Behandlung und 
Anionenaustauschchromatographie vorgereinigt ist. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass man 
nach Schritt (ii) wenigstens einen Gerinnungsfaktor aufreinigt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der Gerinnungsfaktor 
von Willebrand Faktor ist. 

18. Gerinnungsfaktor, erhaltlich durch ein Verfahren nach Anspruch 16 oder 17. 
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